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PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
0050/048715 


FOR FURTHER ACTION See Notification of Transmittal of International 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


Internationa! application No. 

PCT/EP98/08382 


International filing date (day/month/year) 

18 December 1998 (18.12.98) 


Priority date (day /month/year) 

15 January 1998(15.01.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/52 


Applicant 


BASF AKTIENGESELLSCHAFT 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



^7 This reporttejilso accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 



been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SJ 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

12 August 1999(12.08.99) 



Name and mailing address of the IPEA/EP 



Facsimile No. 



Date of completion of this report 

05 April 2000 (05.04.2000) 



Authorized officer 



Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


International application No. 


I. Basis of the report 


1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed. 

IS?! the description, pages 1-19 . as orieinallv filed 


pages 


. filed with the demand, 




pages 


. filed with the letter of _ 




pages 


. filed with the letter of - 




\^\\ the claims, Nos. 


. as orieinallv filed. 




Nos. 


, as amended under Article 1 9, 


Nos. 


. filed with the demand. 




Nos. 


1 * 1 5 . filed with the letter of 


16 February 2000 (16.02.2000) . 


Nos. 


. filed with the letter of 




[X] the drawings, sheets/fig 


I'l .as orieinallv filed. 




sheets/fig 


. filed with the demand. 




sheets/fig 


. filed with the letter of 




sheets/fig 


, filed with the letter of 




2. The amendments have resulted in the cancellation of: 
1 1 the description, pages 




1 1 the claims, Nos. 






1 1 the drawings, sheets/fig 






3. n ™ S report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


4. Additional observations, if necessary: 







Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



* 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Internationa) application No. 
PCT/EP 98/08382 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (I A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-15 



1-15 



1-15 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

1.1 The application describes the cloning of an 

orotidine-5' -phosphate decarboxylase (ura3) from 
Ashbya gossypii, as well as the use thereof for 
producing auxotrophic A. gossypii strains. 



1.2 Novelty and inventive step 



The claimed nucleic acid sequences are not disclosed 
by the cited prior art and are therefore novel. The 
closest related known gene from Candida glabrata 
(Zhou et al., 1994) has approximately 68% sequence 
homology. 



The prior art describes a number of homologous genes 
from a number of biotechnically interesting micro- 
organisms, as well as methods for the cloning 
thereof (see the literature cited in the search 
report) . Consequently the cloning of the 
corresponding gene from A. gossypii and the use 
thereof would at first appear obvious. However, 
since cloning using the method that is obvious to a 
person skilled in the art would not lead to any 
useable result, and only exceptionally expensive 
methods would lead to the aim being striven for, an 

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) ' ~ 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Internationa] application No. 
PCT/EP 98/08382 



inventive step can be acknowledged for the claimed 
sequences from A. gossypii (Seq. ID No. 1) . 

The claims relating to the gene and the use thereof 
are therefore considered inventive. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



VERTRAG UBER 




INTERNATIONALE ZUSAI\J^NARBEIT AUF DEM 
EiEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



REC'D 1 0 APR 2000 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRU^WWQSBERICCTr 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
0050/048715 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/lPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/08382 


Internationales Ann\e\<te<tebim(Tag/Monat/Jahr) 
18/12/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
15/01/1998 


Internationale Patentklassification (IPK) oder f 
C12N 15/52 


lationale Klassifikation und IPK 


Anmelder 

BASF AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



1 . Dieser internationale vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der mrt der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 4 Blatter einschlieGiich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem iiegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handett es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde Iiegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umtassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 




Grundlage des Berichts 


II 


□ 


Prioritat 


III 


□ 


Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 




Begrundete Feststeliung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststeliung 


VI 


□ 


Bestimmte angefuhrte Unterlagen 


VII 


□ 


Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 


VIII 


□ 


Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
12/08/1999 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

0 5. 0 1 *. 0° 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragte n Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
/jW D-80298 Munchen 

' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

1 J) 1 

Stolz. B \ JJ 

Tel. Nr. +49 89 2399 8416 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/08382 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht* und sind ihm 
nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-19 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-15 eingegangen am 1 6/02/2000 mit Schreiben vom 1 6/02/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/1 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1 . Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-15 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -1 5 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-15 

Nein: Anspruche 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER D p T/CDGO /noooo 
PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/08382 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formbiatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlil. Blatt 2} (Januar 1994) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICH T - BE1BLATT 

1. 

1.1. 

1.2. Neuheit und Erfinderische Tatigkeit 




Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/08382 



Bearundete Feststelluna nach Reg el GG.2(a)(\\) PCT 

Die Anmeldung beschreibt die Klonierung einer Orotidin-5'- 
Phosphatdecarboxylase (ura3) aus Ashbya gossypii, sowie deren Verwendung 
zur Herstellung auxotropher A. gossypii Stamme. 



Die beanspruchten Nukleinsauresequenzen sind im zitierten Stand der Technik 
nicht verzeichnet und daher neu. Das am nachsten verwandte, bekannte Gen aus 
Candida glabrata (Zhou et al., 1994) besitzt ungefahr 68% Sequenzhomologie. 

Eine Vielzahl homologer Gene aus einer Vielzahl biotechnisch interessanter 
Mikroorganismen sowie Verfahren zu ihrer Klonierung sind im Stande der Technik 
beschrieben (siehe die zitierte Literatur des Recherchenberichts). Deshalb miisste 
die Klonierung des entsprechenden Gens aus A. gossypii und dessen 
Verwendung zunachst als naheliegend angesehen werden. Da jedoch die 
Klonierung mittels der dem Fachmann naheliegenden Verfahren zu keinem 
brauchbaren Resultat fuhrte, und erst aussergewdhnlich aufwendige Methoden 
zum Ziel fuhrten, kann fur die beanspruchten Sequenzen aus A. gossypii (Seq. ID 
no. 1) ein erfinderisches Element bejaht werden. 

Die auf das Gen und dessen Verwendung gerichteten Anspruche werden daher 
fur erfinderisch gehalten. 



Formblatt PCTTBeiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



Paten tanspriiche 



1. Orotidin-5'-Phosphatdecarboxylase-Gen mit der Seguenz SEQ id 
NO: 1 oder seine Homologen, die mindestens 80 % Homologie zur 
Seguenz SEQ ID NOs 1 aufweisen. 

2. 0rotidin-5'-Phosphatdecarboxylase-Gen mit der Sequenz SEQ ID 
KO: 1 oder seine Homologen , dadurch gekennzeichnet, daJ3 das 
Gen oder seine Homologen aus Ashbya gossypii stammt. 

3. Aminosaureaequenzen codiert durch ein Gen oder seine Homologe 
gemaB Anspruch 1 oder 2. 

4- Aminos auresequenzen nach Anspruch 3 r dadurch gekennzeichnet, 
da5 es sich um enzymatisch aktive Proteine handelt. 

5. Genkonstrukt enthaltend ein Orotidin-5'- Phosphatdecarboxy- 
lase-Gen mit der Sequenz SEQ ID NO; 1 oder seine Eoinologen 
nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Gen oder seine Homologen 
funktionell mit einem oder mehreren Regulations signal en ver- 
kniipft 1st. 

6. Genkonstrukt nach Anspruch 5, deren Genexpression durch die 
Regulationssignale erhoht wird. 

7. Vector enthaltend ein Genkonstrukt gemafi Anspruch 5 oder 6. 

6. Mikroorganismus enthaltend mindestens ein Genkonstrukt gemafl 
Anspruch 5 oder 6. 

9„ Verfahren zur Herstellung von Uracil auxotrophen Mikroorga- 
nismen, dadurch gekennzeichnet, dafi man ein Oroti- 
din -5 # -Phosphatdecarboxylase-Gen mit der Sequenz SEQ ID NO* 1 
Oder seine Homologen gemafl Anspruch 1 oder 2 so verandert, 
daJ3 das durch das Gen codierte Protein inaktiv ist, und dafl 
man dieses veranderte Gen in die Mikroorganismen einfuhrt und 
uber homologe Rekombination in das Genom der Organismen inte- 
griert und anschliefiend diese Mikroorganismen auf 5-Fluoro- 
rotsaureresistenz selektioniert . 

10. Verfahren zum Einbringen von DNA in Mikroorganismen, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man in einen Orotidin-5 '-Phosphatdecarbo- 
xylase-Gen defizienten Mikroorganismus einen Vector ein- 
bringt, der ein intaktes Orotidin-5'-Phosphatdecarboxylase- 
Gen mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 oder seine Homologen gemaB 
Anspruch 1 oder 2 zusainmen mit mindestens einem weiteren Gen 
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2 

enthalt, und diesen Mikroorganisnms auf oder in einem Kultur- 
medium ohne Uracil anzieat. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafl als 
5 Vector eine lineare DNA verwendet wird. 

12. verfahren naoh Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Orotidin-5 '-Fhosphatdecarboxylase-Gen defizienter Mi- 
kroorganismus ein Ashbya gossypii Stamm verwendet wird. 

10 

13. Verfahren nach Anspruch 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB als weiteres Gen mindestens ein Gen der Ribof lavinsynt- 
hese in den Mikroorganismus eingebracht wird. 

15 14. Verwendung einer Gen-Sequen2 oder seiner Homologen gemafi An- 
spruch l oder 2 als Selektionsmarker . 

15. Verwendung naoh Anspruch 14 in Ashbya gossypii. 

20 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 
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Aktenzeichen des Anmetders Oder Anwalts 

0050/048715 


WEITERES siehe Mittetlung uber die Ubermitttung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 98/08382 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

18/12/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

15/01/1998 


Anmelder 

BASF AKTIENGESELLSCHAFT et al . 



Dieser international Recherchenbericht wurde von der Internationaien Recherchenbehorde ersteiit und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 Blatter. 

|~X~| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Serichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

fX| in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

|~X"] zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung, daO die in computerlesbarer Form erfaGten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

| | Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
| | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



2. 
3. 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

PT] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der 
I 1 Anmelder kann der Behdrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen, 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verctffentlichen: Abb. Nr. 

| | wie vom Anmelder vorgeschlagen 

[ | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



| | keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERN ATIONALEI^SECHERCHENBERICHT 



ationales Aktenzeichen 

/EP 98/08382 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTAND6S 

IPK 6 C12N15/52 C07K14/37 C12P25/00 C12N15/80 C12N9/88 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen K lass ifikai ion und der tPK 

8. RECHERCH1ERTE GEB1ETE 

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diesa unter die recherchierien Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsuitrerte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 3 


Bezetchnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 




DE 44 20 785 A (BASF AG) 5. Oktober 1995 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe Bel spiel 1 


1-5 




M ROSE ET AL: "Structure and function of 
the yeast URA3 gene: expression in 
Escherichi a col i " 
GENE, 

Bd. 29, 1. Januar 1984, Seiten 113-124, 
XP002092104 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe Abb il dung 5 


1-5 




-/— 





Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorten von angegebenen Veroffentlichungen : 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

°E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich aut eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Mafinahmen bezteht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und m it der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundefiegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inde rise her Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erf inde rischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

29. Juni 1999 


Absendedatum des internationalen Recherchenbehchts 

12/07/1999 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P. B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Mateo Rosel 1 , A.M. 



Formbfatt PCT/ISA/21 0 (8>an 2) (Jufi 1 992) 
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INTERNATIONALE 



CHERCHENBERICHT 




tionales Aktenzeichen 

/EP 98/08382 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 



Eezeichnung der Vsroffenttichung, soweit erforderiich unier Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



A" 



> 



ALTSCHUL S F ET AL: "BASIC LOCAL 

ALIGNMENT SEARCH TOOL" 

JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY, 

Bd. 215, 5. Oktober 1990, Seiten 403-410, 

XP000604562 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 

WO 97 03208 A (BASF AG; FORSCHUNGSZENTRUM 
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Orotidin-5 ' -Phosphatdecarboxylase-Gen, Genkonstrukt enthal tend 
dieses Gen und seine Verwendung 

5 Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Orotidin-5 ' -Phosphatdecarboxylase-Gen 
mit der Sequenz SEQ ID No. 1 oder seine Homologen, ein Gen- 
konstrukt enthal tend dieses Gen oder seine Homologen und dessen 
10 Verwendung. Die Erfindung betrifft aufierdem Vektoren oder 

Organismen enthaltend ein Orotidin-5 ' -Phosphatdecarboxylase-Gen 
mit der Sequenz SEQ ID No. 1 oder seine Homologen. 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung 
15 von Uracil auxotrophen Mikroorganismen sowie ein Verfahren zum 
Einbringen von DNA in Uracil auxotrophe Mikroorganismen. 

Vitamin B2 , auch Riboflavin genannt, ist fur Mensch und Tier 
essentiell. Bei Vitamin B2-Mangel treten Entziindungen der Mund- 
2Q und Rachenschleimhaute, Juckreiz und Entzundungen in den Haut- 
falten und ahnliche Hautschaden, Bindehautentzundungen, ver- 
minderte Sehscharfe und Trubung der Hornhaut auf . Bei Sauglingen 
und Kindern kdnnen Wachs turns s till stand und Gewichtsabnahme 
auf treten. Vitamin B2 hat daher wirtschaf tliche Bedeutung ins- 
^ besondere als Vitaminzusatz bei Vitaminmangel und als Futter- 
mittelzusatz . Daneben wird es als Lebensmi ttelf arbstof f , bei- 
spielsweise in Mayonnaise, Eiscreme, Pudding etc. eingesetzt. 

Die Herstellung von Vitamin B2 erfolgt entweder chemisch oder 
mikrobiell (siehe z.B. Kurth et al., 1996, Riboflavin, in: 

30 

Ullmann's Encyclopedia of industrial chemistry, VCH Weinheim) . 
Bei den chemischen Hers tellverf ahren wird Riboflavin in der Regel 
in mehrstufigen Prozessen als reines Endprodukt gewonnen, wobei 
relativ kostspielige Ausgangsprodukte, wie z.B. D-Ribose, ein- 
gesetzt werden mussen. Eine Alternative zur chemischen Synthese 

^ von Riboflavin ist die Herstellung dieses Stoffes durch Mikro- 
organismen. Als Ausgangsstof f e dienen dabei nachwachsende Roh- 
stoffe, wie Zucker oder pflanzliche Ole. Die Herstellung von 
Riboflavin durch Fermentation von Pilzen wie Eremothecium ashbyii 
oder Ashbya gossypii ist bekannt (The Merck Index, Windholz et 

40 al., eds. Merck & Co., Seite 1183, 1983), aber auch Hefen, wie 
z.B. Candida, Pichia und Saccharomyces oder Bakterien, wie z.B. 
Bacillus, Clostridien oder Corynebakterien sind als Riboflavin- 
Produzenten beschrieben. 



45 
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In der DE 44 20 785 wurden sechs Ribof lavin-Biosynthesegene aus 
Ashbya gossypii beschrieben, sowie Mikroorganismen # die mit 
diesen Genen transf ormiert wurden und die Verwendung solcher 
Mikroorganismen zur Ribof lavinsynthese . 
5 Bisher werden Gene uber die Marker leu2 (Leucin-Auxotrophie) , 
thr4 (Threonin-Auxotrophie) oder kan (Kanamycin-Resis tenz) in 
pilzliche Ribof lavinproduzenten wie Ashbya gossypii eingebracht 
(WO 92/00379). In Hefen wird als weiterer Marker metis 
(Methionin-Auxotrophie, Cost et al . , Yeast, Vol. 12, 1996: 939 - 

10 941) beschrieben. Von Nachteil bei diesen Marker ist, dafi ent- 
weder die Transf ormationsef f izienz sehr gering ist und/oder aber 
zur Selektion standig Antibiotika gegeben werden muB . In jedem 
Fall ist jedoch eine Gegenselektion auf den Verlust des Markers 
unter Erhalt der eingebrachten Gene im Mikroorganismen nicht oder 

15 nur unter einem sehr hohen Aufwand moglich, so dafi weitere Gene 
mit diesen Markern in der Regel nicht mehr in die Mikroorganismen 
eingebracht werden konnen. Es ist deshalb wunschenswer t einen 
Selektionsmarker , der eine hohe Transf ormationsef f izienz auf - 
weist, leicht selektionierbar ist und eine Gegenselektion er- 

2Q mdglicht, zu haben. 

Das Orotidin-5' -Phosphatdecarboxylase-Gen {= URA3 -Gen) aus 
Saccharomyces cerevisiae ist einer der klassischen Marker, der 
die gewiinschten Eigenschaf ten besitzt und mit dessen Hilfe Gene 
in Mikroorganismen wie Hefen und Pilze transf ormiert werden 
konnen. In einer Rexhe von Arbeiten wird die Isolierung art- 
spezifischer URA3-Gene bzw. die Isolierung des entsprechenden 
Gens aus Pilzen (= pyrG) sowie deren Sequenzen aus Pichia 
stipitis, Candida boidinii, Kluyveromyces marxianus, Yamadazyma 

^ ohmeri, Candida maltosa, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, 
Aspergillus nidulans, Mucor circinelloides , Phycomyces blakes- 
leeanus, Penicillium chrysogenum, und Aspergillus awamori be- 
schrieben (Appl. Environ. Microbiol., Vol. 60, No. 12, 1994 : 
4245 - 4254, Nucl . Acids Res., Vol. 18, No. 23, 1990: 7183, 
J. Ferment. Bioeng. , Vol. 73, No 4, 1992: 255 - 260, Yeast, 

35 Vol. 9, 1993: 677 - 681, Yeast, Vol. 10, 1994: 1601 - 1612, Curr. 
Genet., Vol. 23, 1993: 205 - 210, Nucl. Acids Res., Vol.16, 
No. 5, 1988: 2339, Curr. Genet., Vol. 16, 1989: 159 - 163, Gene, 
Vol. 61, 1987: 385 - 399, Gene, Vol. 116, 1992: 59- 67, Mol . Gen. 
Genet., Vol. 224, 1990: 269 - 278, Nucl. Acids Res., Vol. 16, 

40 No . 16, 1988: 8177, Nucl. Acids Res., Vol. 18, No. 23, 1990: 7183 
und Curr. Genet., Vol. 27, 1995: 536 - 540). 

Arbeiten von Rose et al. (Gene, Vol. 29, 1984: 113 - 124) 
zeigten, dafi das URA3-Gen aus Saccharomyces cerevisiae sogar eine 
45 entsprechende Mutation (pyrF-Gen = URA3 ) in Prokaryonten wie 

Escherichia coli komplementieren kann und als Selektionsmarker 
sinnvoll verwendet werden kann. 
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Bei genetischen Arbeiten zur Ribof lavinsynthese von Ashbya 
gossypii (Vitamin B2-Synthese) zeigte sich jedoch, daJ3 das 
URA3-Gen aus Saccharomyces cerevisiae Oder das pyrF-Gen aus 
Escherichia coli keine Uracil auxotrophen Ashbya gossypii-Mutan - 
5 ten komplementieren konnen und deshalb diese Gene zur Klonierung 
von Genen in Ashbya gossypii nicht verwendet werden kann. 



Es wurde deshalb versucht, da da£ dem URA3-Gen oder pyrF-Gen 
entsprechende Gen aus Ashbya gossypii unbekannt ist, dies zu 

10 klonieren. Versuche zur Klonierung des Ashbya-Gens nach den in 
der Literatur beschriebenen Methoden uber beispielsweise Hybridi- 
sierung mit URA3-Gen-Fragmenten oder uber degenerierte Oligo- 
nukleotide auf Basis konservierter Aminosauresequenzen verschie- 
dener Orotidin-5 ' -phosphatdecarboxylasen und Screening einer 

15 "cDNA- library" mit diesen Oligonukleotiden und der PCR-Technik 
waren erfolglos (Bergkamp et al. Yeast, Vol. 9, 1993: 677 - 681, 
Piredda et al.. Yeast, Vol. 10, 1994: 1601 - 1612, Benito et al., 
Gene, Vol. 116, 1992: 59 - 67 und Diaz-Minguez et al . , Mol . Gen. 
Genet., Vol. 224, 1990: 269 - 278). 

20 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, deshalb einen leicht 
selektionierbaren, mit hoher Ausbeute transf ormierbaren und ein- 
fach gegenselektionierbaren Marker zur Verfugung zu stellen, der 
das Einbringen von Genen in Mikroorganismen ermoglicht. 

25 

Diese Aufgabe wurde durch die erf indungsgemafie Orotidin-5 
Phosphatdecarboxylase mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 oder seine 
Homologen, die mindestens 80 % Homologie zur Sequenz SEQ ID NO: 1 
auf weisen, gelost . 

30 

Unter Homologe des erf indungsgemafien Orotidin-5 ' -Phosphatde - 
carboxylase-Gens mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 sind beispielsweise 
Allelvarianten zu verstehen, die mindestens 80 % Homologie auf 
der abgeleiteten Aminosaureebene, bevorzugt mindestens 9 0 % Ho- 
mologie, ganz besonders bevorzugt mindestens 95 % Homologie auf - 

35 weisen. Die von SEQ ID NO: 1 abgeleitete Aminosauresequenz ist 
SEQ ID NO: 1 zu entnehmen. Allelvarianten umfassen insbesondere 
funktionelle Varianten, die durch Deletion, Insertion oder Sub- 
stitution von Nukleotiden aus der in SEQ ID NO: 1 darges tell ten 
Sequenz erhaltlich sind, wobei die enzymatische Aktivitat der 

40 abgeleiteten synthetisierten Proteine vorteilhaf terweise fur 
das Einbringen eines oder mehrerer Gene jedoch erhalten bleiben 
sollte. Sollen mit Hilfe der SEQ ID NO: 1 und seiner Homologen 
im erf indungsgemaBen Verfahren zur Hers t el lung von Uracil auxo- 
trophen Mikroorganismen jedoch Mutanten im Orotidin-5 ' -Phosphat - 

45 decarboxylase-Gen hergestellt werden, so werden nicht funktio- 
nelle Gene das heiBt Gene, die zu enzymatisch inaktiven Proteinen 
fuhren, verwendet. Dabei werden vorteilhaf terweise Sequenzen ver- 
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wendet, die Homologien zur SEQ ID NO: 1 oder seinen Homologen 
vorteilhaft am 3 ' - und 5'-Ende aufweisen. 

Weiterhin sind unter Homologe der SEQ ID NO: 1 beispielsweise 
5 pilzliche oder pflanzliche Homologe, verkurzte Sequenzen, Einzel- 
strang-DNA oder RNA der codierenden und nichtcodierenden DNA- 
Seguenz zu verstehen. Homologe der SEQ ID NO: 1 besitzen auf 
DNA-Ebene eine Homologie von mindestens 6 0 %, bevorzugt von 
mindestens 7 0 %, besonders bevorzugt von mindestens 8 0 %, ganz 
10 besonders bevorzugt von mindestens 90 % uber den gesamten in 
SEQ ID NO: 1 angegebenen DNA-Bereich. 

AuBerdem sind unter Homologe der SEQ ID NO: 1 Derivate wie bei- 
spielsweise Promotorvarianten zu verstehen. Die Promotoren, die 

15 den angegebenen Nukleotidsequenzen vorgeschal ten sind, konnen 
durch ein oder mehrere Nukleotidaus tausche, durch Insertion (en) 
und/oder Deletion (en) verandert sein, ohne daB aber die Funktio- 
nalitat bzw. Wirksamkeit der Promotoren beeintrachtigt sind. Des 
weiteren konnen die Promotoren durch Veranderung ihrer Sequenz 

20 in ihrer Wirksamkeit erhoht oder komplett durch wirksamere 
Promotoren auch artfremder Organismen ausgetauscht werden. 

Unter Derivaten sind auch Varianten zu verstehen, deren 
Nukleotidsequenz im Bereich von -1 bis -2 00 vor dem Startkodon 
25 so verandert wurden, daB die Genexpression und/oder die Protein - 
expression verandert bevorzugt erhoht wird. 

Bevorzugt laBt sich die SEQ ID NO: 1 oder seine Homologen aus 
Mikroorganismen der Familie Metschnikowiaceae , besonders bevor- 
3 0 zugt aus Mikroorganismen der Gattungen Eremothecium, Ashbya oder 
Nematospora, ganz besonders bevorzugt aus Mikroorganismen der 
Gattung und Art Eremothecium ashbyii oder Ashbya gossypii iso- 
lieren. 

35 Unter dem erf indungsgemaBen Genkonstrukt sind die URA3-Gen- 

sequenzen SEQ ID No. 1 und seine Homologen zu verstehen, die mit 
einem oder mehreren Regulationssignalen vorteilhaf terweise zur 
Erhohung der Genexpression funktionell verkniipft wurden. Bei- 
spielsweise handelt es sich bei diesen regulatorischen Sequenzen 

40 urn Sequenzen an die Induktoren oder Repressoren binden und so 
die Expression der Nukleinsaure regulieren. Zusatzlich zu diesen 
neuen Regulationssequenzen kann die natiirliche Regulation dieser 
Sequenzen vor den eigent lichen Strukturgenen noch vorhanden sein 
und gegebenenf alls genetisch verandert worden sein, so daB die 

45 naturliche Regulation ausgeschal tet und die Expression der Gene 
erhoht wurde. Das Genkonstrukt kann aber auch einfacher aufgebaut 
sein, das heiBt es wurden keine zusatzlichen Regulationssignale 
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vor die Sequenz SEQ ID No. 1 oder seine Homologen inseriert und 
der natiirliche Promotor mit seiner Regulation wurde nicht ent- 
fernt. Stattdessen wurde die naturliche Regulationssequenz so 
mutiert, daB keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression 
5 gesteigert wird. Das Genkonstrukt kann auflerdem vorteilhaf ter- 
weise auch eine oder mehrere sogenannte "enhancer Sequenzen" 
funktionell verknupft mit dem Promotor enthalten, die eine er- 
hohte Expression der Nucleinsauresequenz ermoglichen. Auch am 
3'-Ende der DNA-Sequenzen konnen zusatzliche vorteilhaf te Sequen- 

XO 2en inseriert werden wie weitere regulatorische Elemente oder 
Terminatoren. Die URA3-Gene konnen in einer oder mehreren Kopien 
im Genkonstrukt enthalten sein, wobei das oder die Gene auch in- 
aktiviert sein konnen. Mit Hilfe dieses oder dieser inaktivierten 
Gene konnen im erf indungsgemaBen Verfahren Uracil-auxotrophe 

X5 Mutanten erzeugt werden. Zum Einbringen weiterer Gene in einen 
Mikroorganismus sind im Genkonstrukt vorteilhaf terweise weitere 
Gene enthalten. Diese Gene konnen innerhalb eines URA3-Genes 
liegen, wobei vorteilhaf t eine intakte Kopie des URA3-Gens und/ 
oder ein anderes selektierbares Gen wie leu2, thr4 oder kan im 

2 q Konstrukt enthalten sein sollte, oder sie konnen auBerhalb des 
URA3-Genes liegen. Auch im Falle eines intakten URA3-Gens im 
Genkonstrukt konnen noch weitere Marker wie die oben genannten 
gegebenenf alls zur Selektion im Genkonstrukt enthalten sein. 



Vorteilhafte Regulationsseguenzen fur das erf indungsgemaBe Ver- 

fahren sind beispielsweise in Promotoren wie cos-, tac-, trp-, 

tet- # trp-tet-, lpp-, lac- ; lpp-lac-, lacI<J - ' T7-, T5-, T3-, 

gal-, trc-, ara-, SP6-, >.-P R - oder im X-P L -Promotor enthalten, die 

vorteilhaf terweise in gram-negativen Bakterien Anwendung finden. 

Weitere vorteilhafte Regulationsseguenzen sind beispielsweise in 
30 ^ . . 

den gram-posi tiven Promotoren amy und SP02, in den Hefe- oder 

Pilzpromotoren ADC1, MFa , AC, P-60, CYC1, GAPDH , TEF, rp28, ADH 
Oder in den Pf lanzenpromotoren CaMV/35S, SSU, OCS, lib4, usp, 
STLS1, B33, nos oder im Ubiquitin- oder Phaseolin-Promotor ent- 
halten. In diesem Zusammenhang sind auch die Promotoren der 
35 pyruvatdecarboxylase und der Methanol oxidase aus beispielsweise 
Hansenula vorteilhaf t. Es konnen auch kunstliche Promotoren fur 
die Regulation verwendet werden. 

Prinzipiell konnen alle naturlichen Promotoren mit ihren 
40 Regulationssequenzen wie die oben genannten fur das erf indungs- 
gemaBe Verfahren verwendet werden. Daruberhinaus konnen auch 
synthetische Promotoren vorteilhaf t verwendet werden. 

Im Genkonstrukt konnen wie oben beschrieben noch weitere Gene, 
45 die in die Mikroorganismen eingebracht werden sollen, enthalten 
sein. Diese Gene konnen innerhalb oder auBerhalb der Markergene 
wie ura3 , leu2, thr4 oder kan inseriert sein. Prinzipiell konnen 
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alle Arten von Genen mit Hilfe des erf indungsgemaBen URA3-Gens 
mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 oder seiner Homologen in Mikro- 
organismen eingebracht werden. Vorteilhaf terweise lassen sich 
regulatorische Gene wie Gene fur Induktoren, Repressoren oder 
5 Enzyme, die uber ihre enzymatische Aktivitat in die Regulation 
eingreifen, oder ein oder mehrere oder alle Gene eines Bio- 
syntheseweges wie die Gene der Ribof lavinbiosynthese wie bei- 
spielsweise die rib-Gene oder Gene von Biosynthesewegen, die 
zu anderen Feinchemikalien, Sekundarmetaboli ten oder Proteinen 

10 fiihren wie die Gene der Biotin-, Lysin-, Methionin-, Vitamin B12- 
oder Carotinoidbiosyn these, oder Gene, die zu Aroma-, Wuchs- oder 
Geruchsstof f en fuhren oder einzelne Gene fur Enzyme wie Proteasen 
oder Lipasen uber die URA3 -Sequenz in Wirtsorganismen einbringen 
und exprimieren. Diese Gene konnen heterologen oder homologen 

15 Ursprungs sein. Die eingebrachten Gene konnen einen eigenen 

Promotor haben oder aber unter der Regulation des Promotors der 
Sequenz SEQ ID No. 1 oder seiner Homologen liegen. 



20 



25 



30 



35 



40 



Das Genkonstrukt wird zur Expression in den oben genannten Wirts- 
organismus vorteilhaf terweise in einen Vektor wie beispielsweise 
einem Plasmid, einem Phagen oder sonstiger DNA inseriert, das 
eine optimale Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Geeignete 
Plasmide sind beispielsweise in E. coli pLG338, pACYC184, pBR322, 
pUC 1 8 , pUC19, pKC30, pRep4 , pHSl, pHS2, pPLc236, pMBL24, pLG200, 
PUR290, pIN-IIlii3-Bl, ^gtll oder pBdCI, in Streptomyces pIJlOl, 
pIJ364, pIJ702 oder pIJ361, in Bacillus pUBHO, pC194 oder 
PBD214, in Corynebac terium pSA77 oder pAJ667, in Pilzen pALSl, 
pIL2 oder pBB116, in Hefen 2nM, pAG-1, YEp6 , YEpl3 oder pEMBLYe23 
oder in Pflanzen pLGV23, pGHlac + , pBIN19 , pAK2004 oder pDH51. 
Die genannten Plasmide stellen eine kleine Auswahl der moglichen 
Plasmide dar. Weitere Plasmide sind dem Fachmann wohl bekannt und 
konnen beispielsweise aus dem Buch Cloning Vectors (Eds. Pouwels 
P. H. et al. Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985 , 
ISBN 0 444 904018) entnommen werden. 

Vorteilhaf terweise enthalt das Genkonstrukt zur Expression der 
weiteren enthaltenen Gene zusatzlich noch 3' und/oder 5' Termi- 
nale regulatorische Sequenzen zur Steigerung der Expression, die 
je nach ausgewahltem Wirtsorganismus und Gen oder Gene fur eine 
optimale Expression ausgewahlt werden. 



Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression 
der Gene und der Proteinexpression ermoglichen. Dies kann bei- 
spielsweise je nach Wirtsorganismus bedeuten, daB das Gen erst 
nach Induktion exprimiert oder uberexprimiert wird, oder daB es 
45 sofort exprimiert und/oder uberexprimiert wird. 
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Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugs • 
weise die Genexpression der eingefuhrten Gene positiv beein- 
flussen und dadurch erhohen. So kann eine Verstarkung der 
regulatorischen Elemente vorteilhaf terweise auf der Trans- 
5 kriptionsebene erfolgen, indem starke Transkriptionssignale wie 
Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. Daneben ist aber 
auch eine Verstarkung der Translation moglich, indem beispiels- 
weise die Stabilitat der mRNA verbessert wird. 

10 In einer weiteren Ausges taltungsf orm des Vektors kann das erfin- 
dungsgemaBe Genkonstrukt auch vorteilhaf terweise in Form einer 
linearen DNA in die Mikroorganismen eingefuhrt werden und uber 
heterologe oder homologe Rekombination in das Genom des Wirts- 
organismus integriert werden. Diese lineare DNA kann aus einem 

15 linearisierten Plasmid oder nur aus dem Genkonstrukt als Vektor 
bestehen. 

Als Wirtsorganismen fxir das erf indungsgemaBe Genkonstrukt kommen 
prinzipiell alle prokaryontischen oder eukaryontischen Organismen 

20 in Frage. Vorteilhaf terweise werden als Wirtsorganismen Mikro- 
organismen wie Bakterien, Pilze, Hefen, tierische oder pflanz- 
liche Zellen verwendet. Bevorzugt werden Pilze oder Hefen, beson- 
ders bevorzugt Pilze, ganz besonders bevorzugt Pilze der Familie 
Metschnikowiaceae wie Eremothecium, Ashbya oder Nematospora ver- 

25 wendet. 

Die Erfindung betrifft auBerdem ein Verfahren zur Herstellung 
von Uracil auxotrophen Mikroorganismen. Zur Erzeugung von Uracil 
auxotrophen Mutanten wird das Orotidin-5 ' -Phosphatdecarboxylase- 

30 Gen mit der SEQ ID NO: 1 oder seine Homologen beispielsweise 
durch Mutagenese so verandert, daB das durch das Gen codierte 
Protein inaktiviert wird. Dieses inaktivierte Gen wird anschlie- 
Bend in einen Mikroorganismus beipielsweise uber Transformation 
oder Elektroporation eingefuhrt. Durch homologe Rekombination in 

35 den Mikroorganismen entstehen schlieBlich auxotrophe Mutanten, 
die uber ihre Resistenz gegen 5-Fluororotsaure gescreent werden 
konnen (siehe Boeke et al . , Mol. Gen. Genet., Vol. 197, 1984: 345 
- 346) . 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Einbringen 
von DNA in Organismen, dadurch gekennzeichnet , daB man in einen 
Orotidin-5' -Phosphatdecarboxylase-Gen (- URA3-Gen) defizienten 
Organismus bevorzugt einen Mikroorganismus einen Vektor ein- 
bringt, der ein intaktes URA3-Gen mit der Seguenz SEQ ID NO: 1 
oder seine Homologen vorteilhaf terweise zusammen mit weiterer DNA 

45 

vorzugsweise mit mindestens einem weiteren Gen enthalt, und die- 
sen Organismus auf oder in einem Kulturmedium kultiviert, das 
kein Uracil enthalt. In diesem Medium konnen nur diese Organismen 
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wachsen, die den Vektor erhalten haben. Bevorzugt wird in diesem 
Verfahren als Vektor eine lineare DNA verwendet. Als Mikro- 
organismen werden in diesem Verfahren bevorzugt Pilze besonders 
der Familie Metschnikowiaceae wie Eremothecium, Ashbya Oder 
5 Nematosprora, besonders bevorzugt Mikroorganismen der Gattung 
Ashbya verwendet. 

Als Vektor kann auch ein beliebiges Plasmid (insbesondere aber 
ein Plasmid, das den Replikationsursprung des 2m Plasmids aus S. 

10 cerevisiae tragt) verwendet werden, das in der Zelle autonom 

repliziert, aber auch wie oben beschrieben ein lineares DNA- Frag - 
ment, das in das Genom des Wirtes integriert. Diese Integration 
kann uber hetero- oder homologe Rekombination erfolgen. Bevorzugt 
wie erwahnt jedoch uber homologe Rekombination (Steiner et al . , 

15 Genetics, Vol. 140, 1995: 973 - 987). 

Das erf indungsgemaBe URA3-Gen mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 oder 
seine Homologen lassen sich vorteilhaft als Selektionsmarker im 
erf indungsgemaGen Verfahren verwenden. Bevorzugt lassen sich Gene 
20 unter Verwendung dieses Selektionsmarkers Gene in Ashbya gossypii 
einbringen. 

Von Vorteil ist weiterhin, daB man bei der Transformation von 
Ashbya gossypii mit Hilfe dieses Genes selektionieren kann, ohne 
25 Fremd-DNA (d.h. DNA, die nicht aus Ashbya gossypii stammt) ver- 
wenden zu muss en. 

Bei der Transformation von Ashbya gossypii mit dem Gen mit der 
SEQ ID NO: 1 oder seiner Homologen konnen beliebige weitere Gene 
30 miteingebracht werden. Dadurch ist es moglich, Stamme zu kon- 

struieren, die einzelne Gene oder mehrere Gene in weiteren Kopien 
entweder auf Plasmiden oder im Genom tragen. 

Des weiteren ist es moglich, Ashbya-S tamme zu konstruieren , bei 
35 denen chromosomale Kopien von Genen durch die Insertion des URA3 
Gens mit der SEQ ID NO: 1 oder seiner Homologen zerstort wurden. 

Ein besonderer Vorteil des AgURA3 Gens ist die Moglichkeit, den 
Marker mehrfach hintereinander im gleichen Stamm zu verwenden. 

40 Wenn man 5' und 3' des Gens identische Nukleotidsequenzen in 

gleicher Orientierung (sogenannte direct repeats) setzt, kann man 
den AgURA3 Marker bei Bedarf durch Homologe Rekombination und 
Selektion auf Uracil- und FOA-haltigen Medium wieder entfernen 
und dann in einer weiteren Runde zusatzliche DNA mit Hilfe dieses 

45 Gens einbringen. Ein weiterer Vorteil ist die deutlich hohere 
Transf ormationsef f izienz im Vergleich zu den Markern thr, leu 
oder kan. 
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Im erf indungsgemaBen Verfahren enthalt der Vektor als wei teres 
Gen mindestens ein Gen der Ribof lavinsynthese . Unter Gene der 
Ribof lavinsynthese sind solche Gene zu verstehen, die an der 
Synthese im gesamten S tof f wechsel von Ribof lavinproduzenten wie 
5 Ashbya beteiligt sind. 

Beispiele: 

Beispiel 1: 



Herstellung einer genomischen Genbank aus Ashbya gossypii 
ATCC10895 

Genomische DNA aus Ashbya gossypii ATCC10895 wurde nach dem in 
15 WO97/03208 beschriebenen Verfahren prapariert. Die genomische 

Genbank, ausgehend von dieser DNA, wurde nach der in Sambrook, J. 
et al. (19 89) Molecular cloning: A laboratory manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press bzw. in F.M. et al. (1994) Current proto- 
cols in molecular biology, John Wiley and Sons beschriebenen Me* 
20 thode in pRS314 und in YEp351 (Hill et al . , Yeast, Vol. 2, 1986: 
163 - 167) erstellt. Wie beispielsweise WO97/03208 zu entnehmen 
ist, sind auch andere Plasmide wie Plasmide der pRS-Reihe 
(Sikorski und Hieter, Genetics, 1989: 19-27) oder Cosmiden, wie 
z.B. SuperCosl (Stratagene, La Jolla, USA) fur die Herstellung 
25 der Genbank geeignet . 

Beispiel 2: 

Es wurde zunachst versucht das Gen fur die Orotidin-5 ' -Phosphat - 
30 decarboxylase (= OMP-DC) aus Ashbya gossypii uber eine funktio- 
nelle Komplementation einer entsprechenden URA3 auxotrophen 
Mutante von Saccharomyces cerevisiae zu klonieren. 

Dazu wurde eine Genbank von genomischer Ashbya gossypii DNA in 
35 pRS314 erstellt (wie in Beispiel 1 beschrieben) . Mit dieser DNA 
wurde der S. cerevisiae Stamm MW3317-21A (Genotyp: MAT a, trpl, 
ade8AKpn, ura3-52, hom3-10, metl3, met4, ade2 , his3-Kpn, siehe 
z.B. Kramer et al., Mol. Cell. Biol. 9, 1989: 4432-4440), nach 
der Lithiumacetat-Methode (siehe z.B. Kramer et al., Mol. Cell. 
40 Biol. 9, 1989: 4432-4440) transf ormiert . Es wurde kein Klon 
erhalten, bei dem die genomische Deletion des ura3 Gens des 
S. cerevisiae- Stammes durch ein Genfragment aus Ashbya komple- 
mentiert wurde. 



10 



45 
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Auch der Versuch uber eine funktionelle Komplementation in einer 
pyrF-Mutante von E. coli das URA3 Gen von Ashbya gossypii zu 
klonieren schlug fehl. 

5 Beispiel 3: 



Auch ein Versuch, das OMP-DC-Gen aus Ashbya gossypii uber 
Hybridisierung mit einem Fragment des entsprechenden Gens aus 
Saccharomyces cerevisiae zu klonieren, gelang nicht. 

10 

Dazu wurde das komplette URA3-Gen aus Saccharomyces cerevisiae 
(Genbank entry yscodcd) als Sonde (1,1 kb Lange) verwendet, urn 
eine genomische Cosmid-Genbank von Ashbya gossypii (siehe Bei- 
spiel 1) zu screenen. Der Versuch wurde wie in Sambrook, J. et 

15 al . (19 89) Molecular cloning: A laboratory manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press oder Ausubel , F.M. et al . (1994) Current 
protocols in molecular biology, John Wiley and Sons beschrieben 
durchgefiihrt , wobei Hybridisierungs tempera turen von 52°C bis 68°C 
verwendet wurden. Es konnten keine Klone in der Genbank identi- 

20 fiziert werden, die ein positives Signal mit dem URA3-Gen aus 
S. cerevisiae als Sonde lieferten. 



Beispiel 4 : 



25 Im nachsten Ansatz wurde die Klonierung des Gens fur OMP-DC aus 
Ashbya gossypii uber Amplif ikation von Genf ragmenten mit Hilfe 
von degenerierten Oligonukleotiden und der PCR-Technik versucht. 

Fur diesen Versuch wurden die bekannten Aminosauresequenzen der 
30 verschiedenen Orotidin-5 ' -Phosphatdecarboxylasen aus den folgen- 
den Organismen miteinander verglichen und Bereiche ausgewahlt, 
die in alien Enzymen hochs tmoglich konserviert sind: 



Aspergillus niger (Acc. number: P07817) 
35 Aspergillus nidulans (Acc. number: P10652) 

Schizosaccharomyces pombe (Acc. number: P14965) 
Penicillium chrysogenum (Acc. number: P09463) 
Kluyveromyces lactis (Acc. number: P07922) 
Candida albicans (Acc. number: P13649) 
40 Neurospora crassa (Acc. number: P05035) 

Ustilago maydis (Acc. number: P15188) 
Saccharomyces cerevisiae (Acc. number: P03962) 
Drosophila melanogaster (Acc. number: Q01637) 
Mouse (Acc. number: P13439) 
45 Human (Acc. number: P11172) 
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Die in den Klammer angegebenen Nummern stanunen aus der SWISS&PIR- 
Translated Datenbank Release 103. 

Auf Basis dieser Inf ormationen wurden degenerierte Olgonukleotide 
5 synthetisiert . 

Unter degenerierten Oligonukleotiden versteht man Oligo- 
nukleotide, bei denen wahrend der Synthese an mehreren Positionen 
Mischungen von Nukleotiden eingebaut wurden. 

10 

R steht dabei fur G oder A, Y steht dabei fur C oder T, W steht 
dabei fur A oder T, M steht dabei fur A oder C, K steht dabei fur 
G oder T, S steht dabei fur C oder G, H steht dabei fur A, C oder 
T, V steht dabei fur A, C oder G, B steht dabei fur C, G oder T, 
15 D steht dabei fur A, G oder T , N steht dabei fur G , A , T oder C. 

Es wurden folgende Oligonukleotide verwendet: 



Mit diesen Oligonukleotiden als Primer wurden PCR Reaktionen 
25 durchgefuhrt mit genomischer DNA von Ashbya gossypii als Matrize 
verwendet . 

Es wurden folgende Primerkombinationen verwendet: 

30 URA3-A + URA3-B; URA3-A + URA3-D; URA3C + URA3-B and URA3-C + 
URA3-D . 

Folgende Hybridisierungs tempera turen wurden verwendet: 

35 52 °C, 48 °C, 44 °C, 40 °C und 37 °C . 

Die aus den PCR-Reaktionen entstandenen Produkte wurden nach 
ublichen Methoden in den Vektor pGEMT (Promega) kloniert und 
sequenziert. Es konnten keine Fragmente amplifiziert werden, die 
40 Homologie zu bekannten oben genannten OMP-DC Genen zeigten. 

Beispiel 5: 



20 



URA3 - A : 5 ' - YTNGGNCCNTAYATHTGY- 3 ' 

URA3-B : 5 ' -TAYTGYTGNCCNARYTTRTCNCC - 3 « 

URA3-C : 5 ' - TT Y YTNATHTT YGARGAYMGNAARTT - 3 ' 

URA3 -D : 5 ' - GC NARNARNARNARNCCNC - 3 ' 



Wie in DE 44 20 7 85 Al (Beispiel 1) beschrieben wurden eine cDna- 
45 Bank von Ashbya gossypii erstellt. 
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Beispiel 6: 

Analyse von Nukleinsauresequenzen der Genbank 

5 Von E.coli Klonen, die die in Beispiel 5 beschriebene Genbank von 
Ashbya gossypii enthalten, wurden Einzelklone selektiert. Nach 
ublichen Methoden wurden die Zellen in geeigneten Medien (z.B. 
Luria-Broth mit 100 mg/1 Ampicillin) kultiviert und Plasmid-DNA 
aus diesen Zellen isoliert. 

10 

Es wurde Oligonukleotide , die im Vektoranteil hybridisieren als 
Primer fur die Sequenzierung der cDNA Klone verwendet. Dabei 
wurden Fragmente der klonierten cDNAs erf asst. Die Sequenzen 
wurden wie in Beispiel 7 beschrieben analysiert. 

15 

Beispiel 7: 

Es wurde eine Computer-unters tutzte Analyse der gefundenen 
Nukleotidsequenzen uber Sequenzvergleiche neu identif izierter 

20 Sequenzen mit bestehenden DNA und Proteindatenbanken mit Hilfe 
folgender Algorithmen z.B. mit BLAST Algorithmen (Altschul et al . 
(1990) J. Mol. Biol. 215, 403-410), dem Clustal Algorithmus mit 
Hilfe der PAM250 Gewichtungs tabelle Oder dem Wilbur-Lipman DNA 
alignment Algorithmus (wie z.B. in dem Programmpaket MegAlign 

25 3.06 der Firma DNAstar implement iert) durchgef uhrt . Auf diesem 
Weg konnten Ahnlichkei ten der neu entdeckten Sequenzen mit 
bereits bekannten Sequenzen entdeckt und neue Gene Oder Teil- 
sequenzen von Genen in ihrer Funktion beschrieben werden. 

30 Beispiel 8: 

Identif ikation von E. coli Klonen, die das Gen fur OMP-DC aus 
Ashbya gossypii (AgURA3) tragen. 

35 Nach Untersuchung einer Vielzahl von Klonen wie in Bsp. 6 und 7 
(> 100 Klone) beschrieben wurde eine Sequenz gefunden, die 
Ahnlichkei ten zu den bekannten OMP-DC Genen zeigte. Mit dieser 
homologen Sonde wurde dann die genomische Ashbya Genbank (siehe 
Beispiel 1) nochmals gescreent und es konnten Klone bzw. Cosmide 

40 identif iziert werden, die ein spezifisches positives Signal er- 
gaben und ein gemeinsames 1,3 kb Xho I -EcoRI- Fragment trugen. Die 
Sequenzierung der Klone ergab die Sequenz wie in SEQ ID NO: 1 
beschrieben. Die Sequenz zeigt Ahnlichkei ten zu bekannten URA3 
Genen und codiert fur ein ca. 2924 6 Dal ton groBes Protein. 

45 
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Beispiel 9 : 

Disruption der chromosomal en Kopie des AgURA3 Gens mit Anti- 
biotika-Resistenzgenen 

5 

Unter Disruption eines Genes versteht man die Zerstomng der 
Funktionalitat einer genomischen Kopie des Gens entweder durch 
(a) Entfernen eines Teiles der Gensequenz, oder durch (b) der 
Unterbrechung des Gens durch Einfugung eines Stuckes Fremd-DNA in 
10 das Gen oder durch (c) Ersatz eines Teil des Gens durch Fremd- 
DNA. Die verwendete Fremd-DNA ist beliebig, bevorzugt aber ein 
Gen, das Resistenz gegen eine beliebige Chemikalie bewirkt. Zur 
Disruption von Genen konnen beliebige Resis tenzgene verwendet 
werden. 

15 

Zur Disruption des AgURA3 -Gens von Ashbya gossypii ATCC10895 
wurde das Kanamycin-Resis tenzgen aus Tn903, das unter Kontrolle 
des TEF-Promotors von Ashbya gossypii (siehe Yeast 10, 
S. 1793-1808, 1994 oder WO92/00379) verwendet. Das Gen ist 5' 
20 und 3' von mehreren Schni ttstellen fur Restriktionsendonukleasen 
flankiert, so daB eine Kassette aufgebaut werden konnte, die be- 
liebige Konstruktionen von Gen-Disrupt ionen mit iiblichen Methoden 
der In vitro Manipulation von DNA ermoglichen. 

25 Das interne 370 bp Pstl-Kpnl Fragment von AgURA3 (Position 442 - 
892 in der Sequenz SEQ ID NO: 1) wurde durch eine wie oben skiz- 
zierte Resistenzkassette ersetzt. Das erhaltene Konstrukt erhielt 
den Namen ura3::G418. Das erhaltene Plasmid laBt sich nach Trans- 
formation in E.coli vermehren. Das Xhol-Sphl-Fragment des Kon- 

30 struktes ura3::G418 (siehe Figur 1) wurde xiber Agarosegel-Elek - 
trophorese und nachf olgender Elution der DNA aus dem Gel (siehe 
Proc. Natl. Acad. Sci . USA 76., 615-619, 1979) aufgereinigt und 
zur Transformation von Ashbya gossypii eingesetzt. Figur 1 zeigt 
in Abbildung A eine Res triktionskarte des kodierenden Bereichs 

35 des AgURA 3 - Gen s und der 5'- und 3 ' -nicht translatierten Regionen 
(= 5'-UTR und 3'-UTR) . Abbildung B zeigt die Situation nach 
Insertion der oben beschriebenen Kanamycin-Resistenzkassette 
(= TEF-kanR) . 

40 Das Fragment wurde entweder iiber Protoplastentransf ormation (Gene 
109, 99-105, 1991) oder aber bevorzugt durch Elektroporation 
(BioRad Gene Pulser, Bedingungen: Kuvetten mit Spaltbreite 0,4 
mm, 1500V, 25jiF, 100Q) in Ashbya gossypii transf ormiert . Die 
Selektion transf ormierter Zeilen erfolgte auf G4 I8-hal tigem Fest- 

45 medium (WO 97/03208) . 
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Erhaltene G418-resis tente Klone wurden mit ublichen Methoden der 
PCR und Southern-Blot Analyse (Sambrook, J. et al. (19 89) Mole- 
cular cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press bzw. in F.M. et al . (1994) Current protocols in molecular 
5 biology, John Wiley and Sons) daraufhin untersucht, ob die 
genomische Kopie des AgURA3 Gens tatsachlich zerstort wurde. 
Klone, deren AgURA3 Gen zerstort wurde, sind Uracil- auxotroph 
und resistent gegen 1 mg/ml 5 ' -Fluoro-Orotsaure (FOA) . 

10 Beispiel 10: 

Disruption der chromosomal en Kopie des AgURA3 Gens ohne Ver- 
wendung von Antibiotika-Resis tenzgenen 

15 Ein besonderer Vorteil der Verwendung von URA3 Genen ist die 

Moglichkeit sowohl auf An- als auch auf Abwesenheit des Genes zu 
selektionieren. Man kann mit FOA Mikroorganismen screenen, die 
ein funktionell inaktiviertes URA3 Gen besitzen, und mit Hilfe 
der Selektion auf Uracil- Prototrophie auf ein funktionell 

20 aktives URA3 Gen selektionieren. 

Zur Disruption der genomischen Kopie des URA3 Gens wurde einfach- 
heitshalber ein internes Fragment (= PstI -Fragment ) des URA3 Gens 
aus dem kodierenden Bereich des Gens mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 

25 deletiert (Position 442 bis 520 in der Sequenz SEQ ID NO: 1) . 
Die Transformation von Ashbya gossypii mit diesem deletierten 
ura3-Fragment wurde wie in Beispiel 10 beschrieben durchgef uhrt . 
Anstelle der Deletion von Teilbereichen des Gens konnen prinzi- 
piell auch alle anderen Methoden zur Inaktivierung des Gens wie 

30 Mutationen uber Insertionen, Duplikationen, Reversionen, Aus- 

tausch mehrerer Nukleotide oder Punktmutationen verwendet werden. 
Punktmutationen sind weniger bevorzugt, da sie leicht rever- 
tieren . 

35 Die Selektion der Trans forman ten wurde durch Resistenz gegen FOA 
durchgef iihrt. Im Gegensatz zu Wild-Typ-Klonen sind Klone, die 
eine Disruption des AgURA3 Gens tragen sind resistent gegen 1 
mg/ml FOA. 



45 
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Beispiel 11: 

Verwendung des AgURA3 Gens zum Einbringen weiterer DNA in A. 
gossypii . 

5 

Das in WO 97/03208 beschriebene Isoci tratlyasegen wurde mit 
Hilfe des Plasmids pAGlOO, wie in WO 97/03208 (Beispiel 4 und 5) 
beschrieben, in AgURA3-Disruptionsmutanten A. gossypii (siehe 
Beispiel 9 und 10) eingebracht, wobei als Selektionsmarker in 
10 A. gossypii ans telle der beschriebenen G418-Resistenz das AgURA3 
Gen verwendet wurde. 
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Patentanspriiche 



1. . Orotidin-5' -Phosphatdecarboxylase-Gen mit der Sequenz SEQ ID 
5 NO: 1 oder seine Homologen, die mindestens 80 % Homologie zur 

Sequenz SEQ ID NO: 1 aufweisen. 

2. Homologe nach Anspruch 1, deren durch sie codierten Gen- 
produkte funktionell sind. 

10 

3. Orotidin-5 ' -Phosphatdecarboxylase-Gen mit der Sequenz SEQ ID 
NO: 1 oder seine Homologen, dadurch gekennzeichnet , daB das 
Gen oder seine Homologen aus Ashbya gossypii stammt. 

15 4 . Aminosauresequenzen codiert durch ein Gen oder seine Homologe 
gemaB den Anspruchen 1 bis 3 . 

5. Aminosauresequenzen nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB es sich um enzymatisch aktive Proteine handelt. 

20 

6. Genkonstrukt enthaltend ein Orotidin-5'- Phosphatdecarboxy- 
lase-Gen mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 oder seine Homologen 
nach den Anspruchen 1 bis 3, wobei das Gen oder seine 
Homologen funktionell mit einem oder mehreren Regulations - 

25 signalen verknupft ist. 

7. Genkonstrukt nach Anspruch 6, deren Genexpression durch die 
Regulationssignale erhoht wird. 

30 8. Vector enthaltend ein Genkonstrukt gemaB Anspruch 6 oder 7. 

9. Mikroorganismus enthaltend mindestens ein Genkonstrukt gemaB 
Anspruch 6 oder 7 . 



35 10* Verfahren zur Herstellung von Uracil auxotrophen Mikro- 
organismen, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Orotidin-5' - 
Phosphatdecarboxylase-Gen mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 oder 
seine Homologen gemaB den Anspruchen 1 bis 3 so verandert, 
daB das durch das Gen codierte Protein inaktiv ist, und daB 

40 man dieses veranderte Gen in die Mikroorganismen einfuhrt 

und uber homologe Rekombination in das Genom der Organismen 
integriert und anschlieBend diese Mikroorganismen auf 
5-Fluororotsaureresistenz selektioniert . 

45 11. Verfahren zum Einbringen von DNA in Mikroorganismen, dadurch 
gekennzeichnet, daB man in einen Orotidin-5 ' -Phosphat - 
decarboxylase-Gen def izienten Mikroorganismus einen Vector 
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einbringt, der ein intaktes Orotidin-5 ' -Phosphatdecarboxy- 
lase-Gen mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 oder seine Homologen 
gemaB den Anspruchen 1 bis 3 zusaramen mit mindestens einem 
weiteren Gen enthalt, und diesen Mikroorganismus auf oder in 



12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , daB als 
Vector eine lineare DNA verwendet wird. 

10 13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Orotidin-5 ' -Phosphatdecarboxylase-Gen defizienter 
Mikroorganismus ein Ashbya gossypii Stamm verwendet wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, 
15 dafi als weiteres Gen mindestens ein Gen der Riboflavin- 

synthese in den Mikroorganismus eingebracht wird. 

15. Verwendung einer Gen-Sequenz oder seiner Homologen gemaB 
Anspruch 1 bis 3 als Selektionsmarker . 



5 



einem Kul turmedium ohne Uracil anzieht. 



20 



16. Verwendung nach Anspruch 15 in Ashbya gossypii. 
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SEQUEN2 PROTOKOLL 

(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BASF Aktiengesellschaf t 

(B) STRASSE: Carl Bosch Strasse 

(C) ORT: Ludwigshaf en 

(D) BUNDESLAND: Rheinland-Pf al z 

( E ) LAND : Germany 

(F) POSTLEITZAHL : D-67056 

(ii) ANMELDETITEL: Orotidin-5 ' -Phosphatdecarboxylase-Gen , 

Genkonstrukt enthaltend dieses Gen und seine Verwendung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 

(iv) COMPUTER -LES BARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC- DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i> SEQUENZ CHARAKTERI STIKA : 

(A) LANGE: 1380 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : DNS (genomisch) 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iii) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Ashbya gossypii 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: ura3 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 210.. 1013 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: 5 ' UTR 

(B) LAGE: 1..199 
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(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : 3 ' UTR 

(B) LAGE: 1014. . 1380 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

CTCGAGCAAC TCATTGGAAG CCCTTCGCAA ACGACCTCTA TATCTCGTCT CAAGTTCCTA 60 

CTATCATGTA TGCTGTCACT AC AG AAAAAT TTTTGTC TAT AGCTGGCAAG AAGCACATCA 120 

C AT AC ATTC T GATGGTGTAG GCTCCACATC ACAGTAAGCA TTTGTATAAG GCTGATCACA 180 

TAGGGTGCTA CCGACCTAGC CATTGCCAC ATG TCA ACG AAA TCT TAC GCA GAA 23 3 

Met Ser Thr Lys Ser Tyr Ala Glu 
1 5 

AGG GCC AAG GCA CAC AAT TCG CCA GTT GCT AGA AAG CTT CTG GCA TTG 281 

Arg Ala Lys Ala His Asn Ser Pro Val Ala Arg Lys Leu Leu Ala Leu 
10 15 20 

ATG CAC GAG AAG AAA ACC AAT CTC TGC GCT TCC CTT GAT GTG CGG ACG 329 
Met His Glu Lys Lys Thr Asn Leu Cys Ala Ser Leu Asp Val Arg Thr 
25 30 35 40 

TCT AGA AAG CTT CTG GAG CTA GCA GAC ACG CTG GGA CCG CAC ATT TGT 377 
Ser Arg Lys Leu Leu Glu Leu Ala Asp Thr Leu Gly Pro His lie Cys 

45 50 55 

CTG CTG AAG ACA CAT GTC GAC ATA CTG ACG GAC TTC GAC ATC GAG ACG 425 
Leu Leu Lys Thr His Val Asp lie Leu Thr Asp Phe Asp lie Glu Thr 
60 65 70 

ACA GTC AAG CCG CTG CAG CAG CTT GCG GCT AAG CAC AAC TTC ATG ATC 473 
Thr Val Lys Pro Leu Gin Gin Leu Ala Ala Lys His Asn Phe Met lie 
75 80 85 

TTC GAG GAC CGC AAG TTC GCT GAC ATT GGC AAC ACG GTT AAG CTG CAG 521 
Phe Glu Asp Arg Lys Phe Ala Asp lie Gly Asn Thr Val Lys Leu Gin 
90 95 100 

TAC TCC TCC GGC GTG TAC CGT ATC GCG GAG TGG GCG GAT ATT ACC AAT 569 
Tyr Ser Ser Gly Val Tyr Arg lie Ala Glu Trp Ala Asp lie Thr Asn 
105 110 115 120 

GCA CAC GGC GTC ACC GGC CCC GGT GTG ATA GCC GGG CTG AAG GAG GCT 617 
Ala His Gly Val Thr Gly Pro Gly Val lie Ala Gly Leu Lys Glu Ala 

125 130 135 

GCG AAA CTG GCC TCA CAG GAA CCC AGG GGG TTG CTG ATG CTG GCA GAG 665 
Ala Lys Leu Ala Ser Gin Glu Pro Arg Gly Leu Leu Met Leu Ala Glu 
140 145 150 
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CTC TCT TCT CAG GGC TCT TTG GCG CGC GGA GAC TAT ACC GCG GGC GTC 713 

Leu Ser Ser Gin Gly Ser Leu Ala Arg Gly Asp Tyr Thr Ala Gly Val 
155 160 165 

GTT GAAATG GCG AAG CTG GAC GAA GAC TTT GTG ATC GGG TTC ATC GCG 761 
Val Glu Met Ala Lys Leu Asp Glu Asp Phe Val lie Gly Phe lie Ala 
170 175 180 

CAG CGT GAC ATG GGT GGG CGT GCA GAC GGC TTT GAC TGG CTC ATC ATG 809 
Gin Arg Asp Met Gly Gly Arg Ala Asp Gly Phe Asp Trp Leu lie Met 
185 190 195 200 

ACC CCG GGG GTT GGC CTG GAC GAC AAA GGA GAC GGC CTG GGC CAG CAG " 857 

Thr Pro Gly Val Gly Leu Asp Asp Lys Gly Asp Gly Leu Gly Gin Gin 
205 210 215 

TAC CGC ACG GTG GAT GAG GTC GTC AGC GAC GGT ACC GAT GTG ATC ATT 905 
Tyr Arg Thr Val Asp Glu Val Val Ser Asp Gly Thr Asp Val lie lie 
220 225 230 

GTT GGC AGA GGG CTC TTT GAC AAG GGA AGA GAC CCC AAG GTC GAG GGT 9 53 

Val Gly Arg Gly Leu Phe Asp Lys Gly Arg Asp Pro Lys Val Glu Gly 
235 240 245 

GCC CGC TAC CGC AAG GCC GGT TGG GAG GCT TAC TTG CGC CGT ATG GGC 1001 
Ala Arg Tyr Arg Lys Ala Gly Trp Glu Ala Tyr Leu Arg Arg Met Gly 
250 255 260 

GAG ACT TCG TAGTCTATCG CTGGCGCCCA CAGTATATAG GCGGATTCCA 1050 

Glu Thr Ser 

265 

CCGCCGATTA CCATCTCAGC AACCTTTTTG TAATTATATG CCCCTATTGC CCTTATTTCC 1110 

GAGCTGGTGC C GGG ATC GGT TT AT AG AC GG GCAACAAGTT GAT AC TTTGT TCAGTAGCAT 1170 

GCATCCAACA CTTGCAGGCT TGGGGTGTGG AAGGCCTCGC CGCGGATAAT TCGTATTACC 123 0 

CGCACTTCGT GAAGTATTGC TTTATGAAAA ATC TTC AC TT TGGGCTAACT AGAGCCATAA 129 0 

CTCGACACAA GCCCCTTCCT ACACACTTCG AGCTGGGACT AAAGTGACAA CGAATAGCAA 1350 

ATAATTAGCA AATATGGATG CGTTGAATTC 1380 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 267 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 



(xi) SEQUENZ BE SCHRE I BUNG : SEQ ID NO: 2: 
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Met Ser Thr Lys Ser Tyr Ala Glu Arg Ala Lys Ala His Asn Ser Pro 
15 10 15 

Val Ala Arg Lys Leu Leu Ala Leu Met His Glu Lys Lys Thr Asn Leu 
20 25 30 

Cys Ala Ser Leu Asp Val Arg Thr Ser Arg Lys Leu Leu Glu Leu Ala 
35 40 45 

Asp Thr Leu Gly Pro His lie Cys Leu Leu Lys Thr His Val Asp lie 
50 55 60 

Leu Thr Asp Phe Asp lie Glu Thr Thr Val Lys Pro Leu Gin Gin Leu 
65 70 75 80 

Ala Ala Lys His Asn Phe Met lie Phe Glu Asp Arg Lys Phe Ala Asp 

85 90 95 

lie Gly Asn Thr Val Lys Leu Gin Tyr Ser Ser Gly Val Tyr Arg lie 
100 105 110 

Ala Glu Trp Ala Asp lie Thr Asn Ala His Gly Val Thr Gly Pro Gly 
115 120 125 

Val lie Ala Gly Leu Lys Glu Ala Ala Lys Leu Ala Ser Gin Glu Pro 
130 135 140 

Arg Gly Leu Leu Met Leu Ala Glu Leu Ser Ser Gin Gly Ser Leu Ala 
145 150 155 160 

Arg Gly Asp Tyr Thr Ala Gly Val Val Glu Met Ala Lys Leu Asp Glu 

165 170 175 

Asp Phe Val lie Gly Phe lie Ala Gin Arg Asp Met Gly Gly Arg Ala 
180 185 190 

Asp Gly Phe Asp Trp Leu lie Met Thr Pro Gly Val Gly Leu Asp Asp 
195 200 205 

Lys Gly Asp Gly Leu Gly Gin Gin Tyr Arg Thr Val Asp Glu Val Val 
210 215 220 

Ser Asp Gly Thr Asp Val lie lie Val Gly Arg Gly Leu Phe Asp Lys 
225 230 235 240 

Gly Arg Asp Pro Lys Val Glu Gly Ala Arg Tyr Arg Lys Ala Gly Trp 

245 250 255 

Glu Ala Tyr Leu Arg Arg Met Gly Glu Thr Ser 
260 265 
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eine Benutzung, eine Aussteltung Oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationaien Anmeldedatum, aber nach 
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ALIGNMENT SEARCH TOOL" 

JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY, 

Bd. 215, 5. Oktober 1990, Seiten 403-410, 

XP000604562 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 

WO 97 03208 A (BASF AG; FORSCHUNGSZENTRUM 

0UELICH GMBH) 30. Januar 1997 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Seite 1, Zeile 1 - Seite 5, Zeile 39 



EP 0 011 562 A (ANVAR) 28. Mai 
siehe Abbildung 5 



1980 



P. ZHOU ET AL., : "A system for gene 
cloning and manipulation in the yeast 
Candida glabrata" 
GENE, 

Bd. 142, 1994, Seiten 135-140, XP002106569 
siehe Abbildung 1 

D'ENFERT C: "Selection of multiple 
disruption events in Aspergillus fumigatus 
using the orotidine-5'-decarboxylase gene, 
pyrG, as a unique transformation marker." 
CURRENT GENETICS, 

Bd. 30 (1), 1996, Seite 76-82 XP002107254 
siehe das ganze Dokument 

BENITO ERNESTO P. ET AL.,: "Isolation, 
characterization and transformation, by 
autonomous replication, of Mucor 
ci rci nel 1 oides OMPdecase-def i ci ent 
mutants . " 

MOLECULAR & GENERAL GENETICS , 
Bd. 248 (2), 1995, Seite 126-135 
XP002107255 

siehe das ganze Dokument 

S. PIREDDA AND C. GALLARDIN: "Development 
of a transformation system for the yeast 
Yamadazyma (Pichia) ohmeri" 
YEAST, 

Bd. 10, Nr. 12, 1994, Seiten 1601-1612, 
XP002107256 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 
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R.M.J. BERGKAMP ET AL., : "Cloning and 
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XP002107257 
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siehe das ganze Ookument 
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0050/48715 

We claim: 

1. An orotidine-5 ' -phosphate decarboxylase gene having the 

5 sequence SEQ ID NO: 1 or its homologs which have at least 80% 

homology with the sequence SEQ ID NO: 1. 

2. A homolog as claimed in claim 1, whose gene product encoded 
thereby is functional. 

10 

3. An orotidine-5 '-phosphate decarboxylase gene having the 
sequence SEQ ID NO: 1 or its homologs, wherein the gene or 
its homologs derives from Ashbya gossypii. 

15 4 . An amino-acid sequence encoded by a gene or its homologs as 
claimed in any of claims 1 to 3. 

5. An amino-acid sequence as claimed in claim 4, which comprises 
an enzymatically active protein. 

20 

6. A gene construct comprising an orotidine-5 ' -phosphate 
decarboxylase gene having the sequence SEQ ID NO: 1 or its 
homologs as claimed in any of claims 1 to 3, where the gene 
or its homologs is functionally linked to one or more 

25 regulatory signals . 

7. A gene construct as claimed in claim 6, whose gene expression 
is increased by the regulatory signals. 

30 8. A vector comprising a gene construct as claimed in claim 6 or 
7. 

9 . A microorganism comprising at least one gene construct as 
claimed in claim 6 or 7. 

35 

10. A process for producing uracil-auxotrophic microorganisms, 
which comprises modifying an orotidine-5 ' -phosphate 
decarboxylase gene having the sequence SEQ ID NO: 1 or its 
homologs as claimed in any of claims 1 to 3 in such a way 

40 that the protein encoded by the gene is inactive, and this 

modified gene being introduced into the microorganisms and 
integrated by homologous recombination into the genome of the 
organisms, and subsequently these microorganisms being 
selected for resistance to 5-f luoroorotic acid. 




45 
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11. A process for inserting DNA into microorganisms, which 
comprises inserting a vector which comprises an intact 
orotidine-5 ' -phosphate decarboxylase gene having the sequence 
SEQ ID NO: 1 or its homologs as claimed in any of claims 1 to 
5 3, together with at least one other gene, into a 

microorganism which is deficient in orotidine-5 ' -phosphate 
decarboxylase genes, and cultivating this microorganism on or 
in a culture medium without uracil. 

10 12. A process as claimed in claim 11, wherein a linear DNA is 
used as vector. 

13. A process as claimed in claim 11 or 12, wherein an Ashbya 
gossypii strain is used as microorganism deficient in 

15 orotidine-5 '-phosphate decarboxylase genes. 

14. A process as claimed in any of claims 11 to 13, wherein at 
least one gene of riboflavin synthesis is inserted as other 
gene into the microorganism. 

20 

15. The use of a gene sequence or its homologs as claimed in any 
of claims 1 to 3 as selection marker. 

16. The use as claimed in claim 15 in Ashbya gossypii. 

25 
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